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(54) Title: LUS-1 HUMAN PROTEIN, ITS PRODUCTION AND USE 

(54) Bezeichnung: HUMANES PROTEIN LUS-I, SEINE HERSTELLUNG UND VERWENDUNG 



(57) Abstract 

This invention relates to protein having the following amino acid sequence, in accordance with ID Sequence ID N° 1: 
NH2-Leu-Lys-Cys-Tyr-Thr- Cys-Lys-Glu-Pro-Met- Thr-Ser-Ala-Ser-Cys-Arg- Thr-Ile-Thr-Arg- Cys-Lys-Pro-Glu-Asp-Thr- 
Ala-Cys-Met-Thr-Thr-Leu- Val-Thr-Val-Glu- Ala-Glu-Tyr-Pro-Phe- Asn-Gln-Ser-Pro- Val-Val-Thr-Arg- Ser-Cys-Ser-Ser- 
Ser-Cys-Val-Ala-Thr- Asp-Pro- Asp-Ser- Ile-Gly-Ala-AIa- His-Leu-lle-Phe- Cys-Cys-Phe-Arg- Asp-Leu-Cys-Asn- 
Ser-Glu-Leu-COOH (LUS-I). It also relates to its cyclic, glycosylated, phosphorylated, acerylated, amidated derivates, and/or its 
derivatives containing cross-linkages of side chains, as well as fragments having the biological activity of LUS-1. 

(57) Zusammenfassung 

Protein mit der Aminosauresequenz gemaB der Sequenz ID No. 1: 
NH2-Uu-Lys-Cys-Tyr-Thr-Cys-Lys-Glu-Pr^^ 

(LUS-I), und seine cyclischen, glykosylierten, phosphorylierten, acetylierten, amidierten und/oder Verknttpfungen von Seitenketten 
enthaitenden Derivate sowie Fragmente mit der biologischen Aktivitat von LUS-I. 
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Humanes Protein LUS-I, seine Herstellunq und Verwendunq 

Die vorliegende Erfindung betrifft Peptide und Peptidderivate 
mit biologischer Aktivitat. 

Ridge und Sloane publizierten ein anti-neoplastisches Urinpeptid 
(R.J. Ridge & N.H. Sloane, Cytokine 8 (1996), 1-5) mit einer 
dort angegebenen Struktur und einem Molekulargewicht in der 
GroSenordnung von 16 kDa . Dieses Protein ist auch Gegenstand 
der US-PS 5,298,604. 

Erf indungsgemafc wurde ein Protein mit der Aminosauresequenz der 
Forme 1 

NH 2 -Leu-Lys-Cys-Tyr-Thr-Cys-Lys-Glu- Pro-Met -Thr-Ser-Ala- Ser-Cys- 
Arg-Thr-Ile-Thr-Arg-Cys-Lys-Pro-Glu-Asp-Thr-Ala-Cys-Met-Thr- 
Thr-Leu-Val-Thr-Val-Glu-Ala-Glu-Tyr-Pro-Phe-Asn-Gln-Ser-Pro- 
Val -Val-Thr-Arg- Ser-Cys-Ser-Ser- Ser-Cys-Val -Ala -Thr-Asp- Pro- 
Asp- Ser- lie -Gly-Ala -Ala -His -Leu- He- Phe-Cys-Cys -Phe-Arg-Asp- 
Leu-Cys-Asn-Ser-Glu-Leu-COOH (LUS-I) gefunden. 

Auch die cyclischen, glykosylierten, phosphorylierten, acety- 
lierten, amidierten und/oder Verknupf ungen von Seitenketten 
enthaltenden Derivate sowie Fragmente mit der biologischen 
Aktivitat von LUS-I sind Gegenstand der Erfindung. 

Entsprechende Derivate sind durch dem Fachmann an sich bekannte 
Verfahren, insbesondere durch Synthese der Peptide an festen 
Phasen nach Merryfield erhaltlich. Alternativ hierzu kann auch 
das erhaltene Peptid chemisch modifiziert werden. Entsprechende 
Derivate konnen stabiler gegenuber einer Proteolyse sein und/ 
oder veranderter Halbwertszeiten in einem Organismus aufweisen. 
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In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm bildet das Cystein in 
Sequenzposition 3 mit dem Cystein in Position 28, das Cystein 
in Position 6 mit dem Cystein in Position 15, das Cystein in 
Position 21 mit dem Cystein in Position 51 oder 55, das Cystein 
in Position 77 mit dem Cystein in Position 71 oder 72 und/oder 
das Cystein in Position 51 oder 55 mit dem Cystein in Position 
71 oder 72 eine intramolekulare Disulf idbrucke. Dieses Disulf id- 
muster wurde mittels proteolytischer Spaltung mit verschiedenen 
Endoproteasen und Sequenzierung der erhaltenen Bruchstucke 
erhalten. Die entsprechenden Fragmente wurden durch Kombination 
von Elektrospray-Massenspektroskopie und Proteinsequenzierung 
nach Edman sequenziert. Sowohl aus menschlichem Hamofiltrat als 
auch aus Urin gewonnenes LUS-I wiesen identische chromatographi - 
sche Eigenschaf ten, Molekulargewichte und Disulf idmuster auf . 

Das erf indungsgemaSe Protein laEt sich aus humanem Blutfiltrat 
oder Urin mittels chromatographi scher Methoden in reiner Form 
isolieren oder durch Festphasenpeptidsynthese oder rekombinante 
Expression in Mikroorganismen herstellen. 

Die Bestimmung des relativen Molekulargewichts durch Elektro- 
spray-Massenspektrometrie von isoliertem LUS-I aus menschlichem 
Blutfiltrat ergab 8845 Da und stimmt mit dem berechneten Moleku- 
largewicht der bestimmten Aminosauresequenz von 8843 Da uberein. 
Die bevorzugte Struktur des Peptides LUS-I besteht darin, da/? 
alle in seiner Aminosauresequenz enthaltenen Cysteinreste 
Bestandteile von Disulf idbrucken sind. 

Disulf idbrucken bilden sich im Rahmen der Faltung des Peptides 
im allgemeinen eigenstandig . Die Faltung eines durch chemische 
Synthese oder rekombinante Expression erhaltenen Peptides kann 
durch geeignete Agenzien unterstutzt werden. Entsprechende 
Techniken sind dem Fachmann fur die Aufarbeitung von sogenannten 
"inclusion bodies" aus Bakterien bekannt . 

Das erf indungsgematee Protein LUS-I wird in einer nicht membran- 
gebundenen Form aus seinen Ursprungsgeweben in das Blut sezer- 
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niert. Wie molekularbiologische Befunde ergeben, wird das 

erf indung sgemafce Protein insbesondere in Tonsillen, der Mund- 

schleimhaut , Augenschleimhauten, Vaginalepithel , Urethra, 
Magenschleimhaut , Nebenniere und Niere exprimiert. 

Das erf indungsgemaSe Protein eigne t sich insbesondere zur Herst- 
ellung eines Arzneimittels zur Behandlung von bakteriellen und 
viralen Effekten, der Uber- oder Unterexpression von LUS-I, von 
Krebserkrankungen, wie Krebserkrankungen des Gebarmutterhalses, 
das kleinzellige Bronchialkarzinom, Pankreaskarzinom, Mammakar- 
zinom und Melanome sowie von Autoimmunerkrankungen, angioneuro- 
tischem Odem, Asthma bronchiale und paroxysmaler nachtlicher 
Hamoglobinurie . 

Eine weitere Ausf iihrungsf orm der Erf indung stellen Arzneimittel 
dar, die die erf indungsgema&en Peptide in einer pharmazeutisch 
ublichen Darreichungsf orm enthalten. 

Mogliche pharmazeutische Darreichungsf ormen sind insbesondere 
solche, die dem Fachmann bekannt sind fur die intravenose, 
intraarterielle, intramuskulare, orale, nasale oder transpul- 
monare Applikation. Dabei sind insbesondere solche Darreichungs- 
f ormen bevorzugt, die einen Abbau der erf indungsgema&en Peptide 
durch Proteolyse nach der Verabreichung verhindern oder ver- 
zogern. Fur eine orale Applikation wird es daher bevorzugt, eine 
Darreichungsform zu wahlen, die die Einwirkung von Verdauungs- 
enzymen auf die erf indungsgemafce Peptide vermeidet . Die zur 
Herstellung dieser Darreichungsf ormen zu verwendenen Hilf sstof fe 
sind dem Fachmann bekannt. Es sind insbesondere solche Hilfs- 
stoffe bevorzugt, die keine toxischen Wirkungen aufweisen. 

Die bevorzugte, zu verabreichende Menge der erf indung sgemafeen 
Peptide liegt zwischen 1 /xg und 1 g pro Dosiseinheit bei einer 
Verabreichung von 1 bis 5 Dosen des Arzneimittels pro Tag. 

Weitere bevorzugte Ausf iihrungsf ormen der Erf indung sind Nuklein- 
sauren, die fur die erf indungsgemaSen Peptide kodieren, Antisen- 



WO 98/56810 



PCT/EP98/03460 



- 4 - 

senukleotide, die unter stringenten Bedingungen an Nukleinsau- 
resequenzen binden, die fur die erf indungsgemafeen Peptide 
kodieren, Antikorper, die an die erf indungsgema&en Peptide 
binden, Inhibitoren, die die biologische Aktivitat der erf in- 
dungsgemateen Peptide hemmen und Inhibitoren, die die Expression 
von LUS-I hemmen sowie transgene Saugetiere mit Gendefizienz 
fur LUS-I, die sich insbesondere zur Tumorf orschung eignen, zur 
Untersuchung des Einflusses von LUS-I auf die Bildung und 
Entwicklung von Tumoren . 

Nukleinsauren, die fur die erf indungsgema&en Peptide kodieren, 
kann der Fachmann unter Anwendung des genetischen Codes aus der 
Sequenz der erf indungsgemafcen Peptide ableiten. Fur eine Expres- 
sion in rekombinanten Organismen werden insbesondere solche 
Codons gewahlt, die dem Codon Usage des transf ormierten Organis- 
mus entsprechen. Antisensenucleotide, d.h. Nucleotide, die unter 
stringenten Bedingungen an die erf indungsgemaSen Nukleinsaurese- 
quenzen binden, weisen insbesondere solche Seguenzen auf, die 
mit Teilen der mRNA im Zielsystem eine Bindung eingehen konnen. 
Aus der Peptidsequenz kann der Fachmann mit bekannten Methoden 
die Sequenz der mRNA ermitteln. Beispielsweise konnen hierzu 
aus geringvarianten Bereichen Primergemische abgeleitet werden, 
mit denen mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion, die fur die 
erf indungsgemafien Peptide kodierende mRNA (nach Umschreibung 
in cDNA mittels reverser Transkriptase) , amplif iziert werden 
konnen. Mit bekannten Methoden der DNA-Sequenzierung kann so 
die Sequenz der mRNA bestimmt werden. 

In bevorzugten Ausf uhrungsf ormen weisen die Antisensenukleotide 
Modif ikationen auf, die den Abbau der Nukleotide durch endogene 
Substanzen, insbesondere Nukleasen verzogern. Solche Modif ika- 
tionen sind dem Fachmann bekannt , insbesondere durch Modif ika- 
tion der Phosphatbindungen wie beispielsweise Thiophosphate , 
Methyl phosphate, H-Phosphonate, Phosphotriester usw. 

Antikorper, die an die erf indungsgemaSen Peptide binden, konnen 
in einfacher Weise durch Immunisierung von Tieren erhalten 
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werden. Dazu werden die Peptide gegebenenf alls zusammen mit 
weiteren Hilfsstoffen in mehrwochigem Abstand den Tieren in- 
jiziert und anschliefcend Antikorpern aus dem Blut isoliert. 
Bevorzugte Tiere sind hierfur Kaninchen und Mause. Durch bekann- 
te Verfahren konnen aus den antikorperproduzierenden Mausezellen 
immortale Zellen erhalten werden, die die Produktion von mono- 
klonalen Antikorper erlauben. 

Inhibitoren, die die biologische Aktivitat der Peptide hemmen, 
sind insbesondere solche, die nicht -kovalent oder kovalent an 
das Enzym binden. Dies konnen Antikorper sein oder auch nieder- 
molekulare Molekule. Inhibitoren, die die Expression von LUS-1 
hemmen, sind Substanzen, die die Transkription oder Translation 
des Genes hemmen. Dies konnen beispielsweise Antisensennuk- 
leotide sein. 

Die erf indungsgemafien transgenen Saugetiere mit Gendef f izienz 
LUS-1 werden nach dem Fachmann bekannten Methoden erhalten. 
Dabei wird im allgemeinen die homologe Rekombination zwischen 
DNA-Sequenzen ausgenutzt. Die dazu notwendigen Vektoren lassen 
sich bei Kenntnis der Gensequenz in einfacher Weise konstruie- 
ren. Bei Kenntnis der mRNA-Sequenz kann beispielsweise - eben- 
falls durch Polymerasekettenreaktion - das Gen aufgefunden 
werden und das amplif izierte Genfragment mittels Sequenzierung 
aufgeklart werden. 

Die erf indungsgemafcen Nukleinsauren eigenen sich auch zur 
Herstellung eines Medikamentes zur Behandlung von somatischen 
und nicht somatischen Generkrankungen, indem die fehlende oder 
nicht korrekte Expression des LUS-1 korrigiert wird. 

Desweiteren eignen sich die erf indungsgemaSen Proteine, Nuklein- 
sauren und Antisensenukleotide, Antikorper und Inhibitoren zur 
Herstellung von Diagnostikmitteln . Insbesondere die Antikorper 
ermoglichen dabei eine Bestimmung der Expression des erfindungs- 
gemalSen Proteins in Gewebe- oder Korperf lussigkeiten, beispiels- 
weise mittels eines Immunoassays wie des bekannten ELISA . 
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Mit Hilfe der erf indungsgema&en Nukleinsauren kann - durch 
Amplif ikationsreaktionen wie Polymerasekettenreaktione - analy- 
siert werden, ob Generkrankungen vorliegen, die dann mit Hilfe 
der erf indungsgemaSen Arzneimittel behandelt werden konnen. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Wolf-Georg Forssmann 

(B) STRASSE: Feodor - Lynen-Strasse 31 

(C) ORT: Hannover 

<E) LAND: Deutschland 
(F) POSTLEITZAHL: 30625 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Humanes Protein LUS-I, seine 
Herstellung und Verwendung 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN : 1 

(iv) COMPUTER- LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER : Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patent In Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) LANGE: 81 Aminosauren 

(B) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Leu Lys Cys Tyr Thr Cys Lys Glu Pro Met Thr Ser Ala Ser Cys Arg 

15 10 15 

Thr lie Thr Arg Cys Lys Pro Glu Asp Thr Ala Cys Met Thr Thr Leu 

20 25 30 

Val Thr Val Glu Ala Glu Tyr Pro Phe Asn Gin Ser Pro Val Val Thr 
35 40 45 
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Arg Ser Cys Ser Ser Ser Cys Val Ala Thr Asp Pro Asp Ser lie Gly 

BO 55 60 

Ala Ala His Leu He Phe Cys Cys Phe Arg Asp Leu Cys Asn Ser Glu 
65 70 75 80 

Leu 



WO 98/56810 



- 9 - 



PCT/EP98/03460 



Anspruche 

Protein mit der Aminosauresequenz gemaS der Sequenz ID 
No. 1 

NH 2 -Leu-Lys-Cys-Tyr-Thr-Cys-Lys-Glu- Pro-Met -Thr- Ser-Ala- 
Ser-Cys-Arg-Thr-Ile-Thr-Arg-Cys-Lys-Pro-Glu-Asp-Thr-Ala- 
Cys-Met-Thr-Thr-Leu-Val-Thr-Val-Glu-Ala-Glu-Tyr-Pro-Phe- 
Asn-Gln-Ser-Pro-Val-Val-Thr-Arg-Ser-Cys-Ser-Ser-Ser-Cys- 
Val-Ala-Thr-Asp-Pro-Asp-Ser-Ile-Gly-Ala-Ala-His-Leu-Ile- 
Phe-Cys-Cys-Phe-Arg-Asp-Leu-Cys-Asn-Ser-Glu-Leu-CCK)H 
(LUS-I) 

und seine cyclischen, glykosylierten, phosphorylierten, 
acetyl iert en, amidierten und/oder Verkmipf ungen von Sei- 
tenketten enthaltenden Derivate sowie Fragmente mit der 
biologischen Aktivitat von LUS-I. 

Verfahren zur Herstellung des Proteins gemaS Anspruch 1 
durch Aufreinigung aus humanem Blutfiltrat oder Urin, 
durch Festphasenpeptidsynthese oder rekombinante Expres- 
sion in Mikroorganismen, gegebenenf alls modifiziert durch 
chemische oder biochemische Methoden. 

Nukleinsaure dadurch gekennzeichnet, daS sie fur das Pro- 
tein gemaS Anspruch 1 kodiert . 

Antisensenukleotid, dadurch gekennzeichnet , daS es unter 
stringenten Bedingungen an eine Nukleinsaure gemafc An- 
spruch 3 bindet. 

Antikorper, dadurch gekennzeichnet, da£ er an ein Protein 
gemafi Anspruch 1 bindet . 

Inhibitor, dadurch gekennzeichnet, dafi er die biologische 
Aktivitat des Proteins gemaS Anspruch 1 hemmt . 
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7. Inhibitor, dadurch gekennzeichnet , da£ er die Expression 
von LUS-I hemmt. 

8. Verwendung des Proteins gemafc Anspruch 1, Nukleinsauren 
gemafi Anspruch 3, Antisensenukleotide gema£ Anspruch 4, 
Antikorper gemafe Anspruch 5, Inhibitoren gema& Anspruch 6 
und/oder 7 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behan- 
dlung von bakteriellen und viralen Effekten, der Uber- 
oder Unterexpression von LUS-I, von Krebserkrankungen, wie 
Krebserkrankungen des Gebarmutterhalses, das kleinzellige 
Bronchialkarzinom, Pankreaskarzinom, Mammakarzinom und 
Melanome sowie von Autoimmunerkrankungen, angioneurotis- 
chem Odem, Asthma bronchiale und paroxysmale nachtliche 
Hamoglobinurie . 

9. Arzneimittel enthaltend das Protein gemaS Anspruch 1, Nuk- 
leinsauren gemafc Anspruch 3, Antisensenukleotide gemafc 
Anspruch 4, Antikorper gemaS Anspruch 5, Inhibitoren gemafc 
Anspruch 6 und/oder 7 . 

10. Verwendung der Nukleinsaure gemaS Anspruch 3 zur Herstel- 
lung eines Medikaments zur Behandlung somatischer oder 
nicht-somatischer Generkrankung . 

11. Transgenes Saugetier mit Gendefizienz fur LUS-I. 

12. Diagnostikmittel enthaltend des Protein gemafc Anspruch 1, 
eine Nukleinsaure gemaS Anspruch 3, ein Antisensenukleotid 
gema£ Anspruch 4, einen Antikorper gemaS Anspruch 5, einen 
Inhibitor gemafe Anspruch 6 und/oder 7. 
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(54) Title: LUS-1 HUMAN PROTEIN, ITS PRODUCTION AND USE 

(54) Bezeichnung: HUMANES PROTEIN LUS-I, SEINE HER STELLUNG UND VERWENDUNG 



(57) Abstract 

This invention relates to protein having the following amino acid sequence, in accordance with ID Sequence ID N° 1: 
NH 2 -Leu-Lys-Cys-Tyr-Thr- Cys-Lys-Glu-Pro-Met- Thr-Ser-Ala-Ser-Cys-Arg- Thr-Ile-Thr-Arg- Cys-Lys-Pro-Glu-Asp-Thr- 
Ala-Cys-Met-Thr-Thr-Leu- Val-Thr-Val-Glu- Ala-GIu-Tyr-Pro-Phe- Asn-Gln-Ser-Pro- Val-Val-Thr-Arg- Ser-Cys-Ser-Ser- 
Ser-Cys-Val-Ala-Thr- Asp-Pro-Asp-Ser- Ile-Gly-Ala-AIa- His-Leu-Ile-Phe- Cys-Cys-Phe-Arg- Asp-Leu-Cys-Asn- 
Ser-Glu-Leu-COOH (LUS-I). It also relates to its cyclic, glycosylated, phosphorylated, acetylated, amidated derivates, and/or its 
derivatives containing cross-linkages of side chains, as well as fragments having the biological activity of LUS-I. 



(57) Zusammenfassung 

Protein mit der Aminosauresequenz gemaft der Sequenz ID No. 1: NH 2 -Leu-Lys-Cys-Tyr-Thr-Cys-Lys-Glu-Pro-Met-Thr-Ser-Ala-Ser. 
Cys-Arg-Thr-Ile-Thr-Arg-Cys-Lys-Pro-Glu-A^ 
Val-VaJ-Thr-Arg-Ser-Cys-Ser-Ser-Ser^ 

Cys-Asn-Ser-GIu-Leu-COOH (LUS-I), und seine cyclischen, glykosylierten, phosphorylierten, acetylierten, armdierten und/oder 
Verkntlpfungen von Seitenketten enthaitenden Derivate sowie Fragmente mit der biologischen Aktivitat von LUS-I. 
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